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質である高分子量グルテニンは３つの Glu-1 座（Glu-A1，Glu-B1 および Glu-D1）に支配されており，
そのうち Glu-D1 座の対立遺伝子 Glu-D1d（「5+10」サブユニット）は生地物性を強化してパン体積を






Development of PCR-based DNA marker for identifying wheat high-molecular-weight glutenin
subunits“5+10”and its applications to breeding of bread-making cultivars for the Tohoku
region：Goro ISHIKAWA, Mika SAITO, Hiroyuki ITO, Masato TAIRA, Hidekazu MAEJIMA, Yoshinori
TANIGUCHI, and Toshiki NAKAMURA
Abstract ： Recently, demand for domestic bread-making wheat cultivars is increasing throughout
Japan, including the Tohoku area. The goal of this study was to design DNA markers to help our
Breeding Department develop new wheat cultivars with high-molecular-weight glutenin (HMWG)
subunits responsible for high bread-making quality. HMWG subunits of storage proteins are highly
related to bread-making quality. There are three Glu-1 loci, Glu-A1, Glu-B1, and Glu-D1, and several
alleles from each locus have been characterized. Since the Glu-D1d allele responsible for producing
the HMWG subunits“5+10”has the greatest positive effect on bread-making properties, a co-domi-
nant DNA marker to be used for an effective identification of this allele was developed. By applying
the marker to determine the presence or absence of the Glu-D1d allele in bread-making cultivars
recently released from our institution, we showed that our PCR-based marker is more effective and
accurate than the established SDS-PAGE method for HMWG subunit detection. In addition, the
marker analysis revealed that the Glu-D1d allele was missing from the cultivar“Yukichikara”,
though this cultivar has been reported to carry the allele. 
Key Words ： Bread-making quality, DNA marker,“5+10”subunit, Glu-D1d allele,“Yukichikara”
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との交雑に由来する F2 種子 12 粒を供試した。さら
に「ゆきちから」に関しては，「5+10」サブユニッ
トの来歴を判定する目的で，その両親である「東北
141 号」および「さび系 23 号」を供試した。
固定系統・品種では，3 粒の種子より貯蔵タンパ
ク質を抽出し，別に発芽させた 3 個体の若葉を混合
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は，GeneAmp— PCR system 9700（PE Applied
Biosystems）を用いた。PCR 断片のゲルからの切
り出しには QIAquick — Gel Extraction Kit（キアゲ
ン），塩基配列の決定には BigDye Terminator ver.
1.1（PE Applied Biosystems），塩基配列の解析お
よびプライマーの設計には，それぞれオンラインソ
フトウェア CLUSTALW 1.7（DDBJ）および Net
Primer（Biosoft International）を用いた。
マルチプレックス PCR では，今回開発した DNA










Glu-D1 と呼ばれる 3 つの遺伝子に支配され，これ
らは第１同祖染色体の長腕に座乗しており，それぞ
れの遺伝子座に多数の複対立遺伝子が報告されてい
る（表１）（Payne et al. 1987，Lukow et al. 1989，
中村 2002）。実際には，各遺伝子座には x-type お
よび y-type と呼ばれる密接に連鎖した 2 つの遺伝
子が座乗しており，両遺伝子間の物理距離は約 50
（D ゲノム）～ 160kb（B ゲノム）であることが最
近の研究で明らかとなっている（Gu et al. 2004，













a）Payne ら（1987）； Lukow ら（1989）, b）中村（2002）
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まない 2kb 前後の遺伝子であり，その内訳は開始コ
ドンから約 60bp のシグナル領域，約 300bp の N末
端領域，約 1200 ～ 1800bpの反復領域，約 150bp の
C末端領域の順となっている。反復領域には，アミノ
酸にして x-type には PGQGQQ，GYYPTSPQQ，お











                                                                    (Ꮐਅ䋺෻ᓳ㗔ၞએᄖ䇮ฝ਄䋺෻ᓳ㗔ၞ䈪䈱Ყセ䋩
ㆮવሶฬ SNCa) R Ax Ax1 Ax2* Bx7 Bx14 Dx2 Dx5 Dx2.2 Ay By8 By9 Dy10Dy12
Ax
b)
450 897 99 99 77 76 82 82 81 74 78 79 74 73
Ax1 450 2043 99
c)
99 78 77 82 82 81 74 78 79 74 73
Ax2* 450 1998 99 99 77 76 83 82 81 74 77 78 74 72
Bx7 435 1935 88 88 88 96 79 78 77 78 78 80 75 71
Bx14 450 1938 87 87 87 98 79 79 77 75 78 79 74 72
Dx2 456 2061 91 91 91 89 89 97 99 74 80 80 78 78
Dx5 459 2061 91 91 92 89 89 99 97 76 76 76 78 77
Dx2.2 459 2457 91 91 92 89 89 99 99 74 77 78 78 78
Ay
b)
504 1305 82 82 82 81 81 84 84 83 91 91 87 88
By8 504 1659 84 84 84 83 82 83 83 82 91 99 94 94
By9 504 1614 84 84 84 83 82 83 83 82 91 99 93 93
Dy10 504 1443 86 85 86 84 84 84 84 84 92 95 95 98







a）SNC：反復領域以外； ：反復領域, b）Ax およびAyはタンパク質を発現していないが遺伝子は存在。c）太
字は複対立遺伝子間での相同性。
















いて図 2 で示した操作手順にしたがって PCR を行
ったところ，Glu-D1d をもつ品種では 343bp と
320bp の 2 本の断片，別の対立遺伝子である Glu-





Dx2 298 A T A T T T T G G G G A A T A C C T G C A C T A C T A A A A A G G T A T T A C C C A A G T G T A A C T T C T C C G C A G
Dx5 301 A T A T T T T G G G G A A T A C C T G C A C T A C T A A A A A G G T A T T A C C C A A G T G T A A C T T G T C C G C A G
Dx2.2 301 A T A T T T T G G G G A A T A C C T G C A C T A C T A A A A A G G T A T T A C C C A A G T G T A A C T T C T C C G C A G
Ax 292 A T A C T T T G G G G A A T A C C T G C A C T A C T A A G A A G G T A T T A C C T A A G T G T A A C T T C T C C G C A A
Bx7 277 A T A T T T T G G G G A A T A C C T G C A C T A C T A A G A A G G T A T T A C C C A A G T G T A A C T T C T T C G C A G
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 358 C A G G T T T C A T A C T A T C C A G G C C A A G C T T C T C C G C A A C G G C C A G G A C A A G G T C A G C A G C C A
Dx5 361 C A G G T T T C A T A C T A T C C A G G C C A A G C T T C T C C G C A A C G G C C A G G A C A A G G T C A G C A G C C A
Dx2.2 361 C A G G T T T C A T A C T A T C C A G G C C A A G C T T C T C C G C A A C G G C C A G G A C A A G G T C A G C A G C C A
Ax 352 C G G G T T T C A T A C T A T C C A G G C C A A G C T T C T T C G C A A C G G C C A G G A C A A G G T C A G C A G C C A
Bx7 337 C A G G G G T C A T A C T A T C C A G G C C A A G C T T C T C C C C A A C A G T C A G G A C A A G G A C A G C A G C C A
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 418 G G A C A A G G G C A A C A A T C A G G A C A A G G A C A A C A A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A A C A G
Dx5 421 G G A C A A G G A - - - - - - - - - - - - - - - - - - C A A C A A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A A C A G
Dx2.2 421 G G A C A A G G G C A A C A A T C A G G A C A A G G A C A A C A A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A A C A G
Ax 412 G G A C A A G G A - - - - - - - - - - - - - - - - - - C A A C A A G A A T A C T A C C T A A C T T C T C C G C A A C A G
Bx7 397 G G A C A A G A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - C A G C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - C C A G G A C A A
* * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 478 C C A G G A C A A T G G C A A C A A C C G G A A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A G
Dx5 463 C C A G G A C A A T G G G A A G A A C C G G A A C A A G G G C A A C A A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A G
Dx2.2 481 C C A G G A C A A T G G C A A C A A C C G G A A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A G
Ax 454 T C A G G A C A A T G G C A A C A A C C G G G A C A A G G G C A A T C A G G G T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A G
Bx7 421 G G G C A A C A A G A T C A G C A G C C A G G A C A A A G A C A A C A A G G A T A C T A C C C A A C T T C T C C G C A A
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 538 C A G C C A G G A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T T G
Dx5 523 C A G C C A G G A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T T G
Dx2.2 541 C A G C C A G G A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T T G
Ax 514 C A G T C A G G A C A A G A G C A A C C A G G G T A C T A T C C A A C T T C T C C A T G G C A G C C A G A A C A A T T G
Bx7 481 C A G C C A G G A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G G G
* * * * * * * * * * * *
Dx2 553 C A A C A A C C A G C A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G G G C A G C A A C C A G G A C A A
Dx5 538 C A A C A A C C A G C A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G G G C A G C A A C C A G G A C A A
Dx2.2 556 C A A C A A C C A G C A C A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G G G C A G C A A C C A G G A C A A
Ax 574 C A A C A A C C A A C A C A A G A G C A A C A A A G A C A G C A A C C A G G A C A A G G G C A G C A A C T A A G A C A A
Bx7 496 C A A C A A C T G G G A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T T C A - - - C A G C A G C C A G G A C A A
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 586 G G A C A A - - - - - - - - - C A A G G T C G G C A G C C A G G A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T
Dx5 571 G G G C A A - - - - - - - - - C A A G G T C A G C A G C C A G G A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T
Dx2.2 589 G G A C A A - - - - - - - - - C A A G G T C G G C A G C C A G G A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C C C A A C T
Ax 634 G G A C A A - - - - - - - - - C A A G G T C A G C A G T C A G G A C A A G G G C A A C C A A G A T A C T A T C C A A C T
Bx7 553 A A G C A G C A G G C A G G A C A A G G G C A A C A A T C A G G A C A A G G A C A A C A A G G G T A C T A C C C A A C T
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Dx2 637 T C T T C G C A G C T G C A G C C A G G A C A A T T G C A A C A A C C A G C A C A A G G G C A A C A A G G G - - - - - -
Dx5 622 T C T T C G C A G C T G C A G C C A G G A C A A T T G C A A C A A C C A G C A C A A G G G C A A C A A G G G - - - - - -
Dx2.2 640 T C T T C G C A G C T A C A G C C A G G A C A A T T G C A A C A A C C A G C A C A A G G G C A A C A A G G G - - - - - -
Ax 685 T C T T C G C A G - - - C A G C C A G G A C A A T T G C A A C A A C T A A C A C A A G G C C A A C A A G G G - - - - - -
Bx7 613 T C C C C G C A A - - - C A G T C A G G A C A A G G G C A A C A A C C G G G A C A A G G G C A A C C A G G G T A C T A C















囲では，Dx2 および Dx2.2 と相同であると考えら
れた。国内の命名登録品種は，ほぼ全て Glu-D1a，




また，「盛系 C-130a」と「東北 205 号」との交雑
集団を用いて，開発したマーカーによって Glu-D1d
の有無を判定したところ，ヘテロ個体では 361bp，






Glu-D1d の有無の判定（+ ：有り，－：無し），（B）SDS-PAGE を用いたタンパク質の泳動パ
ターンによる判定。1 ：「ハルユタカ」，2 ：「タクネコムギ」，3 ：「春のあけぼの」，4 ：「農
















が報告されている（Graybosch 1998，Lee et al.












































「東北 141 号」および「さび系 23 号」，さらにそれ
らの育成段階の系統として，1981 年当時 F6 世代か
ら維持してきた１系統「盛系 B-1417」，および「東













M P1 P2 1 2 3 4












P1 ：「盛系 C-130a」，P2 ：「東北 205 号」
（ハルイブキ），F2 ：「盛系 C-130a」/「東北






コムギ HMWG サブユニットの遺伝子型を PCR
によって簡易に判定しようとする試みは，これま
でにも多数の報告がある（Ahmad 2000，de
Bustos et al. 2000，de Bustos et al. 2001，D'Ovidio
et al. 1994，D'Ovidio ・ Anderson 1994，D'Ovidio
et al. 1995， Ma et al. 2003， Moczulski ・
Salmanowicz 2003，Smith et al. 1994）。しかしな
がら，PCR の鋳型としてコムギのゲノム DNA を
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